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はしがき
生体肝移植における血液型不適合移植では､液性拒絶反応を早期に発見し､
免疫抑制療法の追加､血奨交換などの対策が必要である｡今回われわれは､こ
の研究により抗血液型抗体価の測定法をELISA法を用いることにより､より定
量的に測定することに成功したので報告する｡
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研究の背景
【背景】脳死ドナーからのグラフト供給がほとんど望めない本邦においては､
必然的に欧米に比較してABO血液型不適合生体肝移植の行われる頻度が高い.
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ABO血液型不適合肝移植の最大の問題点は抗血液型抗体の上昇と､それにより
惹起される重篤な急性拒絶反応であり､このメカニズムの解明と､適切で安全
な治療法の確立が待ち望まれている｡しかし､抗血液型抗体産生に関連するB
cellの動態は不明な点が多い｡また､現在の抗血液型抗体の測定法は非常に定
量性を欠くものである｡そのため､実験(1)および(2)でノは抗血液型抗体産生
ち cellの動態を明らかにすることを目的とし､また､実験(3)ではELISA法に
よる抗血液型抗体測定の臨床応用の可否について､従来の赤血球凝集法と比較
することにより検討した｡
[方法】実験(1)では化学的に合成された血液型抗原を用いたELISA法による
抗血液型抗体の測定法を開発し､この方法で異なる血液型を持つhealthy
volunteerの血清中の抗血液型抗体を検出し､その特異性について検討を行った｡
実験(2)ではhealthy volunteer､およびABO血液型不適合生体肝移植患者の末
梢血単核球細胞を分離･培養し､ in vitroにおける抗血液型抗体産生の可否につ
いて検討を行った｡実験(3)では､血液型抗原を結合させたカラムを作製し､
血清中の抗血液型抗体を抽出し､その絶対量の測定を試みた｡さらにABO血
液型不適合生体肝移植レシピエントとhealthy volunteerの血清中の抗血液型抗
体の測定を､実験(1)で開発したELISA法､および従来の赤血球凝集法で行
い､比較･検討を行った｡
【結果]実験(1)ではELISA法により抗血液型抗体の検出が可能であると考え
られた｡実験(2)では我々の用いた実験システムでは抗血液型抗体産生B cell
の動態を明らかにすることは困難であった｡実験(3)ではアフイニテイカラム
による抗血液型抗体の精製は可能であると思われたが､絶対量の測定は困難で
あった｡従って､ ELISA法による抗血液型抗体の測定値である吸光度と従来の
赤血球凝集法の測定値である抗体価を比較したが､両者には中等度から高度の
相関が認められると考えられた｡また､各個体(レシピエント)における吸光
度と抗体価の相関の程度は全ての検体を総じて検討したものよりも強い傾向が
あった｡
【結論1実験(1)ではELISA法は特異的に微量な抗血液型抗体を検出可能であ
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り､また､血液中には自己の血液型抗原に対する抗体も存在する可能性が示唆
された｡実験(2)では末梢血中の抗血液型抗体産生B cellは非常に数が少ない
と推察され､ in vitmでの抗体産生を促すためには我々の培養方法に何らかの改
良を加える必要性があると考えられた｡実験(3)ではアフイニテイカラムによ
′
り抗血液型抗体の絶対量を測定するためにはカラムに結合させる抗原の量を増
やし､さらにその過程における抗体の喪失を防ぐ必要性が示唆された｡また､
ELISA法による抗血液型抗体の測定は､特に個々の症例において､その推移を
検討するために非常に有用であり､また､従来の抗体価検査と比較して､拒絶
反応の発嘩をより早期に発見できる可能性が示唆された｡
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2.研究背景
世界の多くの国々では脳死ドナーが主なグラフトの供給源となっており､生
体ドナーからの臓器移植はそれほど多くない｡脳死移植が主となる欧米では､
レシピエントの選択において､ドナーとレシピエントのABO血液型の適合性
′
が最優先され分配される｡それゆえ､欧米ではABO血液型不適合(ABO-
incompatible; ADO-Ⅰ)肝移植は劇症肝炎などの緊急症例のみに限定されているが､
その成績は非常に悪い1-3)0
一方､我が国では1997年6月に臓器移植法案の制定により脳死ドナーから
の移植が可能になったにも関わらず､現在までに脳死ドナ｣から行われた肝移
植はわずか30例にとどまっており､主にレシピエントの血縁者をドナーとす
る生体肝移植(living donor liver transplantation; LDIJ)が圧倒的多数を占めている
のが現状である｡ドナーの選択が､ほぼレシピエントとの血縁関係のある者に
限定される本邦の現状において､ ABO-I LDIJ　を行うことが救命のための唯一
の選択肢と成り得る状況が存在する4~7)0
しかし､近年､ ADO-Ⅰ臓器移植の成績は以前と比較して向上してきている｡
特にABO-I腎移植における成績の改善が著明であり8)､その長期生存率､及び
グラフト生着率は血液型一致例や適合例と比較しても遜色ないという報告もあ
る7)o AB0-I LDIJ　においても血渠交換療法による抗血液型抗体の除去や肝動
脈や門脈にカテーテルを挿入し､そこから免疫抑制剤を注入する方法などが開
発され効果を挙げている9~11)｡また､ B cell上に存在するcD20抗原に対するモ
ノクローナル抗体であるrituximabもB cellの抗体産生細胞への分化や増殖を抑
える薬剤としてABO-Ⅰ移植に応用されており､効果を挙げている1日2)｡これら
の新しいABO-I LDIJ　に対する免疫抑制療法が導入されつつあった2002年以
前の本邦における成人のABO-I LDIJレシピエントの5年生存率が約30%であ
ったのに対し､最近2年間の生存率は約70%と良好な成績の改善を認めている
13)｡また､脳死移植の体制ができあがっている欧米でも移植を待つ患者が増加
傾向であるのに対し､脳死ドナーの数は頭打ち､もしくはやや減少傾向である｡
そのため､生体ドナーによる移植が増加してきており､本邦のいわば特殊な状
況下で培われた技術が注目を集めているのも事実である｡
ABO-Ⅰ移植の最大の問題点はグラフト上の血液型抗原に対するレシピエント
の抗血液型抗体による拒絶反応である｡また､それとは別にABO-Ⅰ肝移植時に
は肝壊死と肝内胆管合併症の発生頻度が血液型適合例や一致例に比較し､有意
4
に高いことが報告されている5)｡両者とも非常に重篤な病態であり､抗血液型
抗体の上昇や拒絶反応との関連性が強く疑われている｡また､ ABO-Ⅰ腎移植に
おいて､術前もしくは術後の抗血液型抗体価が高いレシピエントほど深刻な拒
絶反応を引き起こし､グラフト喪失にいたりやすいという報告がある14)｡腎移
植に比較し､歴史が浅く症例数も少ないABO-Ⅰ肝移植においては､抗体価と予
後の関連について述べた報告は存在しないものの､同様の傾向を有するものと
推察され､術前､及び術後の抗血液型抗体を正確に定量し､それを消失させる､
もしくは無力化させる治療法が確立されれば､臓器移植を待つ患者に大きな福
音をもたらすことになる｡
抗血液型抗体産生B cellに関してはいまだに不明な点が多い｡通常B cellが
抗体を産生する場合は､抗原に暴露され形質細胞に分化する必要がある｡しか
し､抗血液型抗体は､抗原(グラフト)の侵入以前に抗体が産生されているの
である｡これは､恐らく腸管内の微生物に抗血液型抗原と同様のエピトープを
持つものが存在し､絶えず刺激を受けているためではないかと推測されている
15)｡また､抗血液型抗体産生B cellは全B cellのうち約0.2%ではないかと推測
されているが16)､それを証明する報告は存在しない｡また､ ABO-Ⅰ移植長期生
存例においては抗原と抗体が存在するにも関わらず､抗原抗体反応が起こらな
いaccommodationの状態になることが知られているが6)､この状態におけるB cell
の動態も不明である｡
現在抗血液型抗体の測定はimunoglobulin M (IgM)については生食法､
immunoglobulin G (IgG)については間接クームス法を用いた赤血球凝集法で測
定されている｡しかし､この方法は判定者による肉眼的な所見に基づくもので
あり､実際施設間や判定者間で平均して2倍から4倍の誤差が生じると言われ
ている｡日本ABO血液型不適合移植研究会によって､全国40施設に同一の血
清を郵送し､それを同一の検査法で測定し､施設間の格差を検討する調査が行
われたが､この調査では最大でIgMでは25倍､ IgGでは27倍の誤差が生じてい
た｡この調査における抗B IgG抗体価の施設間の格差を示すが､いずれの血清
においても25倍から26倍の誤差が生じている(図1)｡当科をふくめ､多くの施
設では移植前に抗体価が8倍以下に下がるまで血渠交換を行い､術後に16倍
以上に上がった時点で拒絶反応を疑い治療を開始する施設が多い17)｡しかし､
このような施設間でのばらつきが存在する現在の抗体価検査に頼ることは治療
を誤る可能性を否定できない｡また､検査結果も倍々希釈法を用いるため2の
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乗数倍という形で示され､非常に唾味でやや正確さを欠くものという印象を拭
えない｡これまで抗血液型抗体を正確かつ客観的に測定する方法としてenzyme
linked immunosorbent assay (ELISA)を用いたもの18-20)､フローサイトメトリ法
によるもの21)などが考案されてきたが､やや手技が煩雑で､時間やコストがか
かるといった理由で実用化されていない｡最近､ surface plasmon resonance analysis
という新しい検査法により非常に短時間で正確に抗血液型抗体を測定したとの
報告もあるが22)､残念ながら､この方法では今のところIgG抗体は測定不可で
ある｡以上から､ ABO血液型不適合移植の成績を向上させるため､抗血液型抗
体産生のメカニズムの解明と正確かつ定量的な抗体測定法の開発が急務である｡
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3.研究方法
実験(1) ELISAによる抗血液型抗体の測定
培養液中に産生される可能性のある抗血液型抗体は非常に微量であり､通常
の赤血球凝集法を用いた検査法では測定不可であることが推測されたため､赤
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血球抗原を用いたELISAによる新しい抗血液型抗体の測定法を開発した｡
まず､ 96wellのポリスチレンプレート(NUNC immunoplate F96 Maxisorp,
Roskilde, Denmark)にblood-group A&B-bovine serum albumin (BSA) (Dextra
Laboratories Ltd, Reading, UK)をo･l M bicarbonate bufferで5 pg/mlに希釈したも
のを50け1ずつ入れ､ 4℃に保存して抗原の固相を行う｡同時にBSAをo･l M
bicarbonate buffe,で0.01%に希釈したものを50 Lllずつ入れたプレートも準備
する｡ 2日目に､ 0.1 MPBSに0.05%Tween20 (SigmaCbemical Co･､ St･ Louis､
Mo)を加えたwash bufferで3回洗浄後､ Blocking buffer (0･5% Tween'2%BSA)
を10叫1ずつ入れ､ 37℃､ 2時間インキュベーションし､ブロッキングを行う0
3回洗浄後､ pBSで希釈した検体(1次抗体)を50 plずつ入れ､室温で2時間
インキュベーションする｡なお､その1時間前に検体に1%BSA-PBSを加えて､
検体中のanti-BSA抗体(antibody; Ab)を除去するo 5回洗浄後､ 2次抗体として
goat anti-human lgM or IgG Alkaline phosphatase conjugate (Sigma)を50 plずつ入れ､
室温で1時間インキュベーションする｡なお､抗IgM抗体は2000倍に､抗IgG
抗体は7500倍にそれぞれ､ pBSで希釈する｡ 7回洗浄後､基質液(p-Nitrophenyl
phosphate; PNPP) (Sigma)を50 LLlずつ入れ､ 30分暗室でインキュベーションす
る｡ ELISA reader (iEMS Reader MF, Labsystems, Helsinki, Finland)を用い､ 405 nm
の波長で吸光度を測定する｡なお､ healthy volunteerからの血液採取については
東北大学医学部倫理委員会の承認を得ている｡
実験は全て血plicateで行った｡
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実験(2) In vitroにおける抗血液型抗体産生B cellの培養､及び産生抗体
の検出
未舶卓彦球細齢の分慶
pBMCの採取は次に示すとおりに行った｡ healthy volunteerの末梢静脈からヘ
′
パリン採血を行った｡また､この他にも主に手術予定となった患者が行う自己
血採血時に不要となり廃棄処分となるpBMC分画を､十分なinfbmed consent
の後に了解頂いて使用した｡ 1800 rpm､ 4℃で10分間の遠心を行い､血柴部分
を廃棄後､残りの検体を等量のphosphate buffered saline (PBS)で希釈した｡この
希釈検体をFiGOll-Paque solution (Amersham Biosciences､ Uppsala､ Sweden)の上
から混合しないようにゆっくり滴下した｡なお､検体量: PBS: Ficol1-1: 1: 1と
なるようにした｡これを2000rpm､室温で20分間､ brakeとaccelをofHこして
遠心した｡希釈液とFicollの間の白濁した層をpBMC分画として回収した｡回
収物にpBSを25-30mP加えて､ 1500 rpm､ 4℃で10分間の遠心を行い､上清
を廃棄した｡更に､この遠心の回転数を1100rpmに変更して2回繰り返し､最
終のペレットを回収し､細胞数を数えた｡
細m居着
mediumは不活化した10% fetal bovine serum (FBS) (Sigma)を加えたRPMI
1640 (Gibco Laboratories､ Grand Island､ NY)に100 U/mlのpenicillin､ 100 pg/ml
のstreptomycin及び､ 10 mMのHEPES (和光純薬工業)を添加し､作製した｡
培養は24穴のflat-bottomed polystyreneのプレート(Falcon Labware､ Oxnard､ CA)
を用い､ 1 wellあたりのfinal volumeがl mlとした｡ Mitogenとしてpokeweed
mitogen (PWM) (Sigma)を5 pg､ Iipopolysaccharyde (LPS) (Sigma)をl pg､また､
T cell由来のサイトカインを含んでいるHuman TJSTIM w血out PHA (Becton
Dickinson Labware､ Oxfbrd､ UK)を10倍に希釈して使用した｡更に抗原とし
て､ blood-groupA&B-BSA(Dextra)を使用した｡細胞数は1 × 106/wellとし､ 37℃､
5% C02のインキュベーター内で2週間培養した｡ mediumの交換は行わなかっ
た｡培養直後､及び2●週間培養後のPBMC中のB cell､及びT cellの割合をエ
スアールエル株式会社(東京)に依頼して測定した｡ 2週間培養後のsupematant
を採取し､遠心をかけて細胞成分を除去後､ -20℃で保存した｡
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実験(3) ELISAによる抗血液型抗体量の測定値と従来の赤血球凝集法に
よる抗体価との比較
(3)-1菰血済馨尻休の滞g
抗血液型抗体を血清から分離するために血液型抗原を共有結合させたアフイ′
ニテイカラムを作製した｡
作製はペプチド研究所(大阪)に依頼した｡作製方法は次の通りである｡
約0.5 mlのFomyトcellulo血e (チッソ株式会社)を担体とし､これと抗原であ
るblood-gmup A&B-BSA (Dextra) 1 mgをo･l M PBS (pH 8･0)中で一昼夜混和し
たo翌日､これに還元剤としてTrimethylamin boran (Sitma)を加え､さらに3時
間混和した｡担体と抗原の結合はそれぞれのアルデヒド基とBSAを介してお
り､その結合率は担体の洗液中のUVをみて算出したところ95%以上であった｡
さらに､未反応のアルデヒド基を0.5MTris-HClbufFerでブロックした｡
アフイニテイカラムによる抗血液型抗体の精製は次の通りである｡
検体(血清)に40%飽和となるように硫酸アンモニウムを加え(硫安分画)､
3000 gで30分遠心を行い､沈殿物をpBSで溶解するoこの行程を2回繰り返
し､グロブリンの粗分画とした｡
続いて､抗原の結合しているカラムとは別に担体のみのカラムを用意し､カ
ラムへの非特異的な結合による影響を軽減させる目的でこの担体のみのカラム
に硫安分画した検体をチャージする｡素通りした検体をさらに4回チャージ(計
5回)後､ PBS 1.5mlでカラム中の検体をwash out L､素通り部分と合わせて
unabs｡rbedfracti｡nとする｡次にこのunabsorbed fractionを目的とする抗原のつ
いたカラムに同様に5回チャージし､カラム上の抗原と検体中の抗体を結合さ
せる｡同様にpBSでwash outを行い､素通り部分と合わせてunabsorbed fraction
を得る｡続いて非特異的にカラムと結合している物質を除去するために､シリ
ンジポンプを使用して､カラムをlMNaCl, Brij 35 (Sigma)-PBS 50 mlで洗浄し､
さらに､ lMNaCl-PBS 50 mlで洗浄した｡最後に0.1M Gly-HCl buffer (pH2･3) 3 ml
でカラムに結合している抗体を溶出し､ 2mlのTriS-HCl buffer (pH 7.5)で中和し
た.精製された溶液中の蛋白定量はBradfbrd法を用いたBioIRad ProteinAssay kit
(Bio-Rad Laboratories, Alfred Nobel Drive Hercules, Califomia)にて行ったoまた､
IgG､及びIgMの定量はEasy一mter lgG and lgM Assay Kit (Pierce Biotechnology, Inc･,
Rockfbrd, IL)にて行った｡精製された抗体を含む溶液は-20℃で保存した｡
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(3)-2甜管法に-よる前件m勝彦
標準方法に従った｡簡潔に述べると次のようになる｡
IgM茄体厨激定
検体(血清)を生理的食塩水で連続2倍希釈し､それぞれに目的とする2%
血球浮遊液を入れ混和後､室温で1時間インキュベーションする｡ 3400rpm､ 15
秒遠心し､凝集反応が陽性の最高希釈倍数をIgM抗体価とする｡
IgG抗体価灘定
検体(血清)に等量の0.01 M dithiothreitol (DTT)を加え､ 37℃で1時間イン
キュベーションする｡ DTTは五量体を作っているIgM分子のS-S結合を破壊す
ることでIgMを失活させる｡このDTT処理血清を生理的食塩水で連続2倍希
釈し､目的とする2%血球浮遊液を加え､ 37℃で1時間インキュベーションす
る｡生理的食塩水で洗浄後､クームス血清(polyspecific anti-human IgG)を加え
る｡ 3400rpm､ 15秒遠心し､凝集反応が陽性の最高希釈倍数をIgG抗体価とす
る｡
点者
2000年8月から2004年11月までに東北大学移植･再建･内視鏡外科におい
て37例のLDIJが行われ､そのうちの6例がAB0-I LDIJであった｡ 6名のレ
シピエントの移植時の年齢は0歳から54歳(平均18.0歳)｡原疾患は先天性胆
道閉鎖症3名､原発性胆汁性肝硬変1名､肝細胞癌､ B型肝硬変1名､及び家
族性高コレステロール血症1名であった(表1)｡ドナーの選択は肝機能検査､
肝炎ウイルスの血清学的マーカー､肝グラフトのサイズ､リンパ球クロスマッ
チ､ HLAタイピング等を基に行った｡移植時に抗体価測定のため採取した血清
は-20℃で保存しており､これを溶解して使用した｡
また､ healthy volunteerからも血清を採取し､使用時まで-20℃で保存してお
いた｡以上の全検体数は163検体であった｡
当尿のABO血液嬰不適合生体Rf#膚レシピエントに対する膚準プロf.コ
-ノレ
レシピエントに対する標準的な治療は急性血液浄化療法(Apheresis)と薬剤
による免疫抑制療法に分けられる｡
Apheresis
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血奨交換blasma exchange; PE)はcontinuousbloodflow separator (OP-02T"､
もしくはop_05TM､ Asahi Medical CoJを使用し､持続的血液漉過透析(continuous
hemodiafiltration; CHDF)はhigh-performance membrane (PMLOT"､Asahi Medical
co.)を使用した. Blood accessのためにdouble lumen catheterを鎖骨下もしくは
′
大腿静脈から挿入した｡血祭交換時の置換液はAB型の新鮮凍結血衆もしくは
5%アルブミンを使用した｡抗凝固剤としてNafamostat mesilate (0.15 mg/kgnl)を
使用した｡
pEは原則として移植前の連日3日間､抗体価が23倍以下になるまで行った｡
ただし､ 23倍以下とならない時はさらに追加して行った｡移植後､最初の2過
間は連日､ 1日2回の抗体価測定を行い､その後は隔日で測定した｡抗血液型
抗体による液性拒絶反応が疑われた時はpEもしくはcHDFを行った｡
免疫抑制療法
現在､免疫抑制剤の投与はtacrolimus (TAC)､ methylprednisolone (MP)及び
mycophenolate mofetil (MMF)を使用している. MMFは移植の3日前から1500
mg/body/dayで経口授与したo mCは移植の12時間前に0･075 mg/kg/dayで経
口投与し､術後は0.1-0.2 mg/kg/dayで経鼻胃管から投与した｡ TACの投与量
は連日血祭トラフ値を測定し､それを基に調整した｡ MPは手術時に20
mg/body/dayで経静脈的に投与し､その後は1週間に1 mg/body/dayまで漸減し
た｡牌臓の摘出は原則として小児では行っていない｡拒絶反応が疑われたとき
にはステロイド･パルス療法､ステロイド･リサイクル療法､またdeoxyspergualin
の投与を行った｡
鹿足
各群において抗体産生が起こったか否かについての検討はstat Ⅵew (version
5.0 for Macintosh; Stat View, CorpリBerkeley, CA)の多重比較検定(ポストホッ
ク･テスト)を用いて行い､ p<0.05を有意とした｡
吸光度と抗体価の相関関係の検定はspeaman's rank comlation test (Staモ Ⅵew)
を用いて行った｡相関係数が0.4未満を弱い(weak)相関､ 0.7未満は中等度の
(moderate)相関､ 0.7以上を強い(strong)相関があると定義した｡
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4.研究結果
実験(1) ELISAによる抗血液型抗体の測定
A型､ B型､及びO型それぞれ2名ずつのhealthyvolunteerから採血を行い､
血清を得た｡この血清をpBSで15倍に希釈したものを1次抗体としてA型抗
原､ B型抗原､及びBSAを固相したプレートでELISAを施行し､抗血液型抗
体の検出の可否について検討した｡
A抗原を固相したプレートでは抗A抗体を持つB型と0型の血清が強い反
応を示した(図2-a)｡同様にB抗原を固相したプレートでは抗B抗体を持つA
型とO型の血清で強い反応を示したが､全体的にその反応はA抗原を固相し
たプレートより弱かった｡ BSAを固相したプレートでは全ての血清において反
応は弱く抗BSA抗体の存在はほぼ無視して良いものと考えられた(図2-b)0
実験(1)の小括
自己の持つ血液型抗原への反応が認められるものの､このELISA法により抗
血液型抗体の検出が可能であると考えられた｡
実験(2) In vitroにおける抗血液型抗体産生B ce11の培養､及び産生抗
体の検出
healthy volunteerからpBMCを分離･培養L medium中に抗血液型抗体の産生
の可否について検討した｡
膚着そのJ
o型のhealthy volunteerで培養を行った例を示す｡ 1･ Mediumのみ､ 2･ medium
にPWM､ LPS及び､ Human TISTIM wituout PHAを加えたもの､ 3. 2.にblood-group
A抗原を加えたものの3群で2週間の培養を行った｡培養直後のPBMC中のB cell
の割合は11%であった(T cellは78%)｡ ELISAはこの3群にnegative control
(medium)を加えた計4群で行った｡
A抗原を固相したプレートにおいては1.群はnegative con加1と差がなかっ
た｡しかし､ mitogenを加えたグループである2.群ではnegativecontrolや1･群
と比較して吸光度(0.D.)の値がやや高値を示した｡更に､ IgGにおいては､
mediumに抗原を加えた3.群で2.群と比較して有意に0.D.が高値を示した
(図3-a)0 B抗原を固相したプレートにおいてはmitogenを加えた2･及び3･群
で､若干negativecontrolより0.D.が高値を示したものの､殆ど差はなかった(図
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3-b)0
以上の結果から我々はmedium内にA抗原を加えたことにより､被検者の末
梢血中に存在したanti-A抗体産生B cellが刺激を受け､抗体産生に至ったので
はないかと推定した｡　　　　′
膚着その2
A型のhealthyvolunteerで培養を行った例を示す0 case lの3群に加え､ 4･と
して3.で加えたblood-group A抗原の代わりに､ blood-group B抗原を加えたも
のの4群で｡ase lと同様に2週間の培養を行った｡培養直後のB cellの割合は
測定していない｡ ELISAはこの4群に同様にnegative controlを加えた計5群で
行った｡
本来､被検者はanti-A抗体の産生能を持たないはずであり､ A抗原を固相し
たプレートでは反応を示さないと思われたが､ IgGではnegative controlと比較
して､ mitogenを加えた2.-4.群でやや0.D･が高値を示した｡しかし､ 2･～4･の
それぞれの群の間には差は認められなかった(図4-a)0 B抗原を固相したプレ
ートにおいても､同様の結果であった｡本来存在すると思われる､ anti-B抗体
産生B cellがblood-gmup B抗原に刺激を受け､抗体産生に至るのではないかと
推測したのだが､ 4.群は2.や3.群と全く差が認められなかった(図4-b)0
この他に同様の培養実験を10例以上行い､更に実際にABOII LDIJ後､長
期生存レシピエントからもpBMCを採取し培養実験を行ったが､抗体産生が認
められたものは存在しなかった｡
実験(2)の小指
実験(2)においては､上述した以外のPBMCについて､また､ mitogenとし
てPWMとLPSの他にConcanavalin A ､ Phytohaemagglutinin､サイトカインと
してinterleukin (IL) -1､ 2､ 4､ 10､ interferon- γを様々な組み合わせでmedium
に加えて施行してみたが､それらのsupematant中でも抗体産生は起こらなかっ
た｡また､抗原刺激物質として赤血球膜を抽出したものをmedium内に加えた
ものもあったが､同様に抗体産生は起こらなかった｡また､抗体産生が起こっ
たと思われたO型の被検者のPBMCで前回と同様の培養を行ったものの再現
性が認められなかった｡
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実験(3)
(3)一1アフイニチイカラムによる抗血液型抗体の精製と抗体絶対量測定の
試み
O型のhealthy volunteerの血清からアフイニテイカラムを使用して抗血液型
抗体の精製を試み､ ELISAにてその特異性を確認した｡ A抗原を固相したプレ
ート(図5-a)とB抗原を固相したプレート(図5-b)における各群の反応を見
ると､ A抗原を結合させたカラムから抽出された群はA抗原を固相したプレー
トで0.Dガ高値を示し､ B抗原を固相したプレートでは低値を示したo逆にB
抗原を結合させたカラムから抽出された群ではその逆の反応を示したo
次に､ A抗原を結合させたカラムにおけるunabsorbed fraction (u. f･)の群はB
抗原を固相したプレートで0･Dガ高値を示し､ B抗原がカラムに吸着されずに
素通りしているようであったoしかし､ A抗原を固相したプレートでも特にIgM
において0.D.が高値を示し､血清中の抗A抗体の一部はカラム上のA抗原と
結合できずに素通りしてしまうと推定されたoまた､ B抗原を結合させたカラ
ムにおけるu.【の群はその逆の反応を示した｡
一方､ positive controlの群はカラムでの処理を行っていない15倍希釈した血
清としたが､ A抗原を固相したプレートにおいて､この群ではo･D･の値はIgM
の方がIgGより高値を示していたoしかし､ A抗原を結合させたカラムから抽
出された溶液ではIgGの方が高値を示し､逆にこのカラムにおけるu･ f･ではIgM
の方がIgGの2倍近くの高値を示したo同様の傾向はB抗原を固相したプレー
トにおいても認められた｡なお､ BSA抗原を固相したプレートではほとんど反
応を認めず､この検体における抗BSA抗体の存在は認められなかった(図5-C)o
また､図には示していないが､同一の検体においてカラムへのチャージする
回数を増加させたり､カラムの下部に栓をして抗原と抗体の反応時間を延長さ
せてみたが､結果は同様であった｡更に､担体に結合させる血液型抗原量を5mg
に増やしたカラムを作製し､より多くの抗血液型抗体の抽出を試みたが､抗原
量が1mgのカラムから抽出した溶液と比較して0･D･の値に大きな差を認める
ことはできなかった｡以上よりカラム上の抗原に結合可能な抗体の量は非常に
微量であるものの､作製したアフイニテイカラムにより特異的に抗血液型抗体
を抽出できるものと考えられた｡
次に､カラムからの抽出液中のIgM､及びIgGの抗体量を測定することによ
り0.D.とグロブリン量の相関係数を求めることが可能であれば､ ELISAによる
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結果(0.D.)から抗体の絶対量が測定できると考えた｡しかし､カラムから抽
出された溶液中の抗体量は測定限界以下であり､抗血液型抗体の量は極めて微
量であることが示唆された｡
′
(3)-2全血清における吸光度と抗体価の相関
吸光度(0.D.)と抗体価(titer)の相関をspeaman's rank co汀elation testで検定
した｡抗BSA抗体の抗原へのbindingによる影響を除くためにnegative control
としてBSAを固相したプレートを準備した｡このプレートにおいて高い0.D.
を示した垂清はごくわずかであり､ほとんどの血清のb･D･はo･1以下であった
が､ 0.2以上を示したものは結果から除外した｡
全ての血清におけるSpearmanの相関係数はanti-AIgM､ IgG及び､ anti-B IgM､
IgGでそれぞれrs- 0･488､ 0･588､ 0･649､ 0･690であり､相関の程度は中等度で
あった(図6-a, b, C, d)0 IgMに比較しIgGで､ anti-A抗体に比較しanti-Bで良
い相関を示す傾向があった｡
続いて､臨床的に意義があり､治療の指標となるtiterが8倍以上の血清に関
して同様の検定を行った｡これらの血清におけるSpeamanの相関係数はantトA
IgM､ IgG及び､ anti-BIgM､ IgGでそれぞれrs -o･810､ 0･515､ 0･270､ 0･786で
あり､相関の程度は様々であった｡ Anti-AIgG (0.515)及び､anti-BIgM (0･270)で
はそれぞれ中等度及び､弱い相関しか示さなかったが､ anti-A IgM (0.810)と
anti-ち IgG (0.786)では強い相関を示していた｡
(3)-3各レシピエントにおける吸光度と抗体価の相関
各LDIJのレシピエントにおいて0.D.とtiterを比較し､臨床適用の可否につ
いて検討した｡このうち､ case l､ 2および6においては移植の前後で抗体価に
大きな変動を認めたため､特にこの3症例について詳細に検討することとした｡
CaseJ
患者は術前に3回のPEを施行し､ LDIJ直前のanti-AtiterはIgMが2倍､ IgG
は2倍以下となった｡第4病日にanti-Atiterの上昇(IgM-64倍､ IgG-8倍)杏
伴う肝機能の悪化を認め､ humoral rejectionが強く疑われたため､ pE及び､ DSG
の投与を行った｡しかし､翌日になってもanti-A titerの低下が認められず､牌
臓摘出術及び､肝生検を行った｡また､門脈にカニュレーションし､慶応大学
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で行われているportal vein infusion therapyに倣い､ prostaglandin El (PGEl)と
gabexate mesilate (FOY)の持続的投与を開始した｡更に､連続6日間のPEを行
ったにも関わらず､ anti-A titerの低下は認められなかった｡肝生検の病理所見
はaccelerated humoral rejectionの像であった｡第11病日になってようやくanti-
Atiterが低下を始めたが､肝機能の悪化はその後も進行し､第22病日に患者は
多臓器不全により死亡した(図7-a)0
次にtiterと0.D.の関係について検討してみると､移植前のPEによりanti-Atiter
の低下と同様にanti-A 0.D.も低下した｡しかし､ titerの上昇と肝機能悪化を認
めた第4病日の前日である第3病日にanti-A 0.D.の急激な上昇を認めた｡第2
病日と第3病日のtiterを比較すると､ IgMにおいては2倍から16倍と若干上
昇していたもののIgGにおいては2倍以下から4倍と殆ど変化がないといって
も良い｡しかし､ 0.D.を比較するとIgMでは0.2245から0.5635､ IgGではo･1625
から0.6625へとそれぞれ､急激な上昇を認めた｡つまり､ 0.D.の方がtiterより
も液性拒絶反応の兆候を早期に示していた可能性があった｡ Titerとo･D･は第8
秒日まで徐々に増加し続け､第9病日からは減少し始めた｡しかし､ IgMでは
titer及び､ 0.D.が移植直後のレベルまで低下したのに対し､ IgGでは低下の進
行が鈍く､特に0.D.はかなり高い値のまま推移していた｡この患者では一連の
humoral rejectionのエピソードにおけるanti-A抗体の上昇､及び低下において､
常にIgGよりIgMが先行していた○この患者の血清におけるtiterと0･D･の相
関を検定すると､ IgMとIgGにおけるSpeamanの相関係数はrs - o･749､ 0･796
であり､強い相関を示していた(図7-b)0
Case2
患者はanti-B titerが非常に高値(IgM､ IgG共に512倍以上)を示していたた
め､術前に7回のPEを行い､ LDIJ直前のtiterはIgMが2倍､ IgGが4倍ま
で低下した｡手術においては､肺臓摘出を行い､術直後にanti-CD20 monoclonal
antibody (血ximab) (375 mg/m2)の予防的投与を行った｡また､術中に肝動脈に
カニュレーションし､京都大学で行われているhepatic artery infusion therapyに
倣い､移植直後から第14病日までmethylprednisolone及び､ pGElの持続的投
与を行った｡第5病日に若干の肝機能悪化を伴うanti-B titerの上昇を認めたた
め､ rejectionを疑いステロイド･パルス療法とpEを2日間行ったところ､両者
は速やかに改善した｡その後は､ anti-B titerは安定して､概ね低値を保ってい
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た｡患者は第102病日に退院し､現在術後約2年半を経過しているが､肝機能
は良好で､拒絶反応の兆候を認めていない(図8-a)0
続いて､ titerと0.D.の関係について検討すると､ titerと同様にanti-B 0.D.ち
LDIJ前は高値であったが､ pEにより低下した｡ LDLT前のanti-B 0.D.はIgM
′
で0.656､ IgGで0.727であったが､ LDLT後は両者ともo･3を超えることなく
経過したo第5病日にanti-BtiterはIgGが32倍(IgMは2倍)と上昇したが､anti-B
o.D.はIgGで0.1985､ IgMで0.126とわずかな上昇にとどまった｡その後の0･D･
はtiterと同様低値を保ち続けていた｡この患者の血清におけるtiterと0.D.の相
関を検定すると､ IgMとIgGにおけるSpeamanの相関係数はrs - o･564､ 0･461
であり､中等度の相関を示していた(図8-b)0
Case6
患者は術前に2回のPEを行い､ anti-AtiterはLDLT直前にはIgMが2倍､ IgG
が8倍に低下した｡第3病日にanti-A titerの上昇(IgMが16倍､ IgGが64倍)
を認め､ rejectionが疑われたためpEを開始した｡ pE直後のtiterは低下するも
のの､翌日になると再び上昇するというパターンを繰り返し､第10病日までPE
を連日行った｡また､第5病日からはDSGの投与を行ったが､この間肝機能
の悪化は認められなかった｡第14病日になって若干の肝機能悪化を認めたた
め､肝生検を行ったが､原因は拒絶反応によるものではなく､薬剤性である可
能性が高いという結果であった｡原因と思われる薬剤の投与を中止したところ
肝機能の値は改善し､第42病日に退院となった(図9-a)0
続いて､ titerと0.D.の関係について検討すると､ titerと同様に0.D.も術前の
pEで低下した｡第3病日から第10病日にかけてtiterはpEの施行に合わせて
上下動を繰り返したが､ 0.D.も同様に上昇と下降のパターンを示した｡第14
病日に肝機能悪化を認めたが､この時もtiterと同様に0.D.の上昇は認めなかっ
た｡この患者の血清におけるtiterと0.D.の相関を検定すると､ IgMとIgGにお
けるspeamanの相関係数はrs- 0.812､ 0.807であり､極めて強い相関を示して
いた(図9-b)0
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5.考察
最新のUnited Network for Organ Sharing (UNOS)の統計では米国の2003年の
総移植例､約25,000例のうち脳死ドナーによるものが約18,000例で生体ドナ
ーによるものは6,800例であった｡しかし､この生体ドナーの多く(約6,400例)
は腎移植ドナーであり､肝移植に限定すると､生体ドナーはわずかに320例(脳
死ドナーは5,044例)である23'｡一方､脳死ドナーからのグラフトの供給がほと
んど期待できない本邦では､欧米諸国と比較してLDLTが施行される頻度が高
く､また､ドナー候補者の選択が主に血縁者のみに限定されることにより､必
然的にAB0-I JLDLTが施行される頻度も高くなっている｡当科ではこれまでに
97例のLDIJを施行したが､そのうち11例がABO-I症例である.現在欧米で
はABO_Ⅰ肝移植はその適応が緊急症例のみに限定され､また､本邦でもいか
なる事情に関わらず施行しないとする施設も存在する｡その原因はグラフト上
に存在する血液型抗原により刺激を受けたレシピエントの抗血液型抗体産生B
cellが､形質細胞に分化して多量の抗血液型抗体を産生し､様々な合併症を引
き起こすからである｡ ABO血液型抗原は1901年にLandsteinerにより発見され
たが24)､その後､赤血球膜表面の他に､白血球､血奨中の蛋白､臓器上の細脂
などほとんどの細胞上に存在し､癌細胞にも発現することがあることが分かっ
てきた25)｡肝臓では血管の内皮細胞や胆管の上皮細胞に多く発現しているが､
毛細胆管や肝細胞にはほとんど発現していない26)o ABO-I肝移植における拒絶
反応はこれらのグラフト上の血液型抗原が標的となり､血管や胆管の閉塞や破
壊を引き起こす｡また､ ABO-Ⅰ肝移植に特有の合併症として肝壊死､肝内胆管
合併症が挙げられるが､どちらも非常に難治性かつ致死性である｡ ABO-Ⅰ移植
ではその重篤な合併症を予防する目的で､通常の移植よりも強い免疫抑制を行
う傾向があるが､そのために､逆に重篤な感染症を引き起こして死亡した症例
も報告されている5･9, 27)｡本邦のみならず世界的にも増加し続ける臓器移植を待
つ患者に対し､ ABO-Ⅰ移植のメカニズムの解明と安全かつ確実な治療法の確立
は重要である｡
実験(1)では実験(2)の予備段階としてELISA法による抗血液型抗体の検
出の可否について検討した｡ A抗原を固相したプレートではB型､及びO型の
血清が強い反応を示し(図2-a)､逆にB抗原を固相したプレートではA型､及
びO型の血清が強い反応を示した(図2-b)｡しかし､これらの血清の中には自
身の持つ抗原にやや強い反応を示すものも存在した｡ヒトが非自己の抗血液型
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抗体を産生する原因はいまだ不明であるが､腸管内の微生物の中に血液型抗原
と同様の糖鎖抗原を持つものが存在し､それらに暴露されることにより産生さ
れるという説がある｡実際にadenovims､ enterovimsやrotavimsといった腸管
に感染するウイルスの中に赤血球を凝集させるものが存在する19)｡一般に､小
′
児のABO-Ⅰ移植では術前の抗血液型抗体価が低く､また術後の抗体価の上昇
を認めることが少ない｡成人のABO-Ⅰ移植例と比較すると強烈な拒絶反応を認
めることが少なく､非常に成績が良い5･7,28)｡小児において抗血液型抗体の産生
能が低い理由は､成人と比較して､これらの外来抗原に充分に暴露されていな
いからかもしれない｡しかし､血液型抗体産生の由来が外来抗原であるならば､
何故自己の持つ血液型抗原に対する抗体は産生されないのであろうか｡これま
で､我々と同様にELISAで抗血液型抗体の検出を試みた実験でも､自己の持つ
血液型抗原に対する反応がしばしば認められる｡この反応は自己反応性ではな
くてnonspecificなものであるとされ21,29㌧それがELISAを抗血液型抗体の検出
法として実用化できない理由の一つにもなってきた23)｡しかし､自己の血液型
抗原に対する抗体を産生する能力を持つB cellが存在し30)､その抗体が末梢血
中に少量ながら認められた22)とする論文もある｡一般に自己免疫疾患の原因と
なる自己抗体は健康な個人の血清中にもna山ral autoantibody (NAA)として存在
しており､自己免疫疾患はこれらの抗体が何らかの原因で突然変異を生じ､自
己の細胞や組織に障害を与えるようになることで発症するとされる31)0 NAA
は自己抗原だけではなく外来抗原に対しても多反応性や交差反応性を持ち､感
染防御のfirst lineとして働いたり､老化した細胞を排除したりといった役割を
担っていると推察されている｡抗血液型抗体もNAAの一つであり､自己の血
液型抗原を持つ細胞に障害を与えることなく､血清中に存在している可能性は
大いに考えられ得る｡
実験(2)では現在も不明な点が多い抗血液型抗体産生B cellの動態を明らか
にしようと試みた｡つまり､末梢血中にどの程度存在するかが不明である(存
在するのかどうかも不明である)抗血液型抗体産生B cellをinvitroで培養し､
その培養液中への抗体産生の可否について検討した｡もし､これが可能であれ
ば1imiting dilution assayなどにより､末梢血中の抗血液型抗体産生B cellの割合
などが推定可能であり､さらには､ AB0-I LDIJ　レシピエントから採取した血
液で､ accommodationが成立している状態やrejectionが起こっている状態での
Bcellの動態が明らかになるのではないかと考えた｡
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一般にin ,itr｡でB ｡｡11の抗体産生を試みた実験ではB cellのみを扇桃やリン
パ節などのリンパ球が豊富な組織から分離し､そこに様々なmitogenやT-cell
由来のサイトカイン等を加えて培養することが多い32-35'｡しかし､我々の目的
は最終的にABO-I LDIJのレシピエン′トから検体を採取し､可能であれば反復
してリアルタイムに検討することが必要なことから､検体としては末梢血を選
択することにした｡末梢血からB cellを分離･培養し､抗体産生を試みた報告
も散見される36,｡しかし､一般に末梢血リンパ球中のB cellの割合は10%前後
と言われており37,､実際に我々が採取した末梢血中のB cellの割合も同様であ
った｡さらに､ノ抗血液型抗体産生B cellは全B cell中の約0･2%と推測されてい
る16･38,0この仮定に基づくと､末梢血lml中に存在するBcellは約1×105個で､
抗血液型抗体産生B cellは約200個ということになる｡分離の際に細胞をloss
Lたりすることを考えると､ B cellのみに分離して培養するためにはある程度
の量の血液が必要になると思われた｡しかし､レシピエントの中には全身状態
が良好とは言えない方や小児なども含まれており､多量の採血は困難である｡
T cellやmonocyteを含んだpBMCの状態のままでinvitroでの培養実験を行い､
抗体産生やB cellの増殖を認めた報告も存在し35･39･40'､我々もこれらの比較的､
手技が煩雑でない培養法で抗血液型抗体産生B cellの抗体産生を促すことが可
能ではないかと考えた｡
しかし､実際にはこの培養系で抗体産生を促すのは､非常に困難であったo
唯一､抗体産生が起こったと思われた0型の被検者の検体でも再現性を認める
ことができなかった(図3-a)0 In vitroでの抗体産生に成功した実験の多くは目
的とする抗体が自己免疫抗体や一般的なウイルスに対する抗体であり､それら
を産生する能力を持つB cellが末梢血中には比較的多く存在すると考えられる｡
しかし､我々がターゲットとした末梢血中の抗血液型抗体産生B cellは非常に
微量であることが推測されており､それが実験を困難にした一因とも考えられ
た｡また､ 2週間の培養後､細胞全体としては増殖しているのを確認したが､
その大部分はT ｡ellであり､ B cellは全体の1%程度しか認められなかったoこ
の培養系で抗体産生を可能にするためには､ B cellを選択的に増殖させる方法
の開発や､ B｡｡llri｡hにした状態で培養を行うことが必要であると考えられた｡
次に､ ABO-Ⅰ移植の周術期における適切な治療方針を決定する上で､正確な
抗血液型抗体の量や推移を知ることは非常に重要である｡しかし､現在の赤血
球凝集法を用いた検査法は肉眼的な所見に基づくもので､客観的かつ正確なも
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のとは言い難い｡そこで､実験(3)ではELISA法を用いた抗血液型抗体の測
定がこの間題を解決し得るかについて検討した｡
まず､その予備段階としてアフイニテイクロマトグラフイにより抗血液型抗
体を精製し､そのグロブリン量の測定の可否について検討した｡可能であれば､′
その精製された抗体を適宜希釈し､ ELISAで0.D.を測定することによりグロブ
リン量と0.D.の相関係数が求められる｡これにより現在は抗体価(titer)とし
て表されている抗血液型抗体の量を質量として表すことが可能になると考えた｡
しかし､精製された抗体の特異性はある程度確認できたものの(図5)､グロブ
リンの量としては測定限界の15 ng/ml未満であり､カラムに吸着されずに素通
りした分画中にも目的とする抗血液型抗体が含まれていた｡また､カラムから
の抽出溶液と素通りした溶液であるunabsorbed fraction内のIgMとIgGの割合
を比較するとカラム上の抗原にはIgM抗体よりもIgG抗体が結合しやすい可能
性が示唆された｡つまり､図5-aにおいては用いた検体の血清中bosi)のIgM
とIgGの割合を単純に0･D･で比較するとIgMの方がIgGより若干高値であるo
しかし､ A抗原を結合させたカラムからの抽出液では(A) IgGの方が高値を示
し､逆にこのカラムの素通り分画では(Au.f.)ではIgMがIgGの2倍近くの高
値を示している｡同様の傾向は図5-bでも認められ､カラム上の抗原への結合
においてIgM抗体とIgG抗体が競合し､ IgG抗体がIgM抗体より強い結合力を
持つことが疑われた｡以上より測定充分量のグロブリンを本方法で精製するた
めには､カラムに結合させる抗原の量をさらに増やす必要があるものと考え､
抗原量を5 mgに増やしたカラムを作製した｡しかし､同一かつ同量の血清を
用いて両方のカラムから抽出した溶液中の抗血液型抗体をELISAで比較したが
両者にほとんど差を認めなかった｡一方で両者のunabsorbed fraction中の抗血
液型抗体の量､つまり､カラムに吸着しきれずに素通りしてしまった溶液中の
抗体量を比較すると､こちらは5 mgのカラムで素通りした抗体が1 mgのカラ
ムの素通りした抗体よりも少ないという結果になった｡つまり､ 5mgのカラム
にチャージした血清中の目的とする抗血液型抗体がカラム上の抗原と結合せず､
さらに素通りもせずにカラムに残っており､溶出の前の洗浄の段階でwash out
されてしまったと考えられる｡原因としては抗原結合量を増やそうとすること
により､担体であるセルロースゲルの量も増やす必要があり､同時にカラムの
容積も大きくする必要がある｡それにより､目的とする抗体がカラムの壁面に
付着してしまったり､ゲルの中で抗原と結合せずに停滞している可能性が考え
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られる｡さらに多くの抗体を本方法で得るためには､カラム内の抗原量を増や
すと同時に､抗体のlossを少なくする工夫が必要であると考えられたo
続いて､ ELISAで表された血清の0･D個と従来の抗体価の､相関の程度につ
いてSpearman,s rank correlation testを用いて検討した｡我々が集めたAB0-I LDIJ
レシピエント､及びhealthy volunteerの全ての血清における0･D･､及び抗体価
の相関係数は各グロブリンのサブクラスで0･4からo･7の範囲にあり､中等度
の相関を示していた(図6)｡ある程度の相関は示していたものの同一の抗体価
を示しているにも関わらず､ 0.D.の値が大きく異なる血清も存在したo Rieben
らはhealthy volunteerから血清を採取し､我々と同様に合成した血液型抗原を
使用してELISAを行い､その測定値と抗体価を比較して報告している18'oその
結果も我々と同様に中等度の相関を示すものの､アーチフアクトが少なからず
認められるというものであったo彼らはそのアーチフアクトの原因としてリウ
マチ因子のような自己免疫抗体の存在や､抗BSA抗体の存在があるのではな
いかと推察している｡我々もELISAで固相した抗原にBSAが含まれることか
ら､抗BSA抗体がもし検体中に存在すれば結果に影響を与えるのではないか
と考えた｡その影響を控除するために､血液型抗原を固相したプレートの他に
BSAを固相したプレートを準備したが､実際にこのプレートにおいて0･D･が高
値を示す血清はごく少数であった｡また､図6で示した結果はこのプレートで
0.D.が0.2以上の高値を示したものを除外した結果であり､このアーチフアク
トの原因として抗BSA抗体以外の成分が関与している可能性が示唆されたo
次に各レシピエントにおける0.D.と抗体価の相関の程度について同様の検討
を行った｡相関係数は0.4から0.9の範囲で､中等度もしくは強い相関を示し､
各個体の中で抗体の推移を追跡するための非常に有用な方法となり得る可能性
が示唆された｡さらに､第5病日にグラフトのbiopsyの結果､促進型急性拒絶
反応と診断されたcase lでは､第3病日の抗A抗体価はIgMが16倍と若干上
昇していたものの､ IgGは4倍とほとんど前日と変化がなく(図7-b)､肝機能
の悪化も認めていない(図7-a)｡しかしながら､この血清の0･D･は抗AIgMお
よびIgGでそれぞれo･5635およびo･6625と前日と比較し､急激な上昇を認め
ている(図7-b)｡この患者はその翌日の第4病日にさらに抗体価が上昇し､肝
機能悪化も認められたため､拒絶反応に対する治療を開始したが､改善は認め
られず､第22病日に多臓器不全により死亡している｡血中の抗体価が上昇す
るということは､すでに抗血液型抗体の産生が始まっており､グラフト上の抗
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原に抗体が吸着して､血中にいわば溢れ出てきている状態と考えられる6)｡従
って､拒絶反応に対する治療は抗体価がわずかでも上昇した時点で開始するこ
とが望ましいが､その見極めはなかなか困難である｡本症例においても治療が
もう少し早く開始されていたなら､その予後は異なったものになっていた可能
′
性がある｡
最後にこのELISA法の利点として､わずかの検体量で検査が可能と言うこと
が挙げられるo血清の量としてはELISAプレートのl wellあたり､ 1 plあれば
良く､ 10 LLlの血清があれば充分に測定可能である.移植後の抗血液型抗体の量
は頻回に測定する必要があり､また､レシピエントには幼少児も多いことから､
採取する血清が少量で済むということは大きなメリットであると考えられる｡
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6.結論
実験(1)
ELISA法により､特異的に微量な抗血液型抗体を検出することが可能である
と考えられた｡　　　　　　　　　　′
実験(2)
我々の培養系ではinvitroでの抗血液型抗体の産生を促すことは困難であり､
さらなる工夫が必要であると考えられた｡
実験(3)
従来の赤血球凝集法による抗体価検査と比較して､我々のELISAによる抗血
液型抗体の検出法は個々の患者の抗血液型抗体の推移を追跡するために充分に
適用可能であり､さらに､拒絶反応の発症をより早期に発見可能であることが
示唆された｡
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8.図表の説明
図1.抗BIgG抗体価の施設間格差
日本ABO血液型不適合移植研究会による調査結果である｡全国の抗体価検
査を行っている40施設にA､ Bお,よびO型の同一の血清を2種類ずつ郵送し､
それを各施設で､同一の試薬､およびプロトコールを用いて抗A IgM､ IgGお
よび抗BIgM､ IgGの抗体価を計測し､集計した結果である｡図はこのうち､ A
型とO型血清､各2検体の抗B IgG抗体価の集計結果を示す｡各血清で正規分
布の形はとっているものの､ A型の血清では5管､ O型の血清では6管の誤差
が生じていた｡
図2. ELISAによる抗血液型抗体の測定
ELISA法により抗血液型抗体の測定の可否について検討した｡ A､ B､およ
びO型のhealthy volunteer各2名ずつより血清を採取し､ A型抗原､ B型抗原
およびBSAを固和したプレートでELISAを施行した｡ A型抗原を固相したプ
レート(図2-a)ではB型とO型の血清で0.D. (optical density)が高値を示した
が､ A型の血清でもnegative controlに比較し､やや高値を示した｡ BSAを固相
したプレート(図2-ち)では全ての血清で0.D.は低値であった｡
図3.0型の被検者のPBMCの培養
O型の男性(healthy volunteer)から採血を行い､ PBMCを分離後､ 2週間培養
L medium中への抗血液型抗体の産生の有無をELISA法で検討した｡ B型抗原
を固相したプレート(図3-b)では各群で差は認められなかったが､ A型抗原を
固相したプレート(図3-a)ではmedium内にA型抗原を加えた群で他の群より
有意にanti-A IgG抗体が高値を示していた｡
neg; negative control (medium)､ ned; mediumのみで培養した群､ pLr; PWM+
LPS+ Human T_STIM without PHAをmediumに加えた群､ PIJA; PIJにblood-group
A-BSA(A型抗原)を加えた群､ *;p<0.05
図4.A型の被検者のPBMCの培養
A型の女性(healthy volunteer)からpBMCを分離･培養し抗血液型抗体の産
生の有無を検討した｡ A型抗原を固相したプレート(図4-a)でもB型抗原を固
相したプレート(図4-b)でも明らかな0.D.の高値が認められる群は存在しな
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かった｡
meg; negative control (medium)､ ned; mediumのみで培養した群､ PIJ; PWM'
LPS+ Human T_STIM without PHAをmediumに加えた群､ PUA (B); PLTに
blood-group A (B)-BSA (A (B)型抗原)を加えた群
図5.アフイニテイカラムによる抗血液型抗体の精製
ァフイニチイカラムによる抽出液とunabsorbed fraction中の抗血液型抗体の
有無をELISAで検討し､カラムによる抗血液型抗体の精製の可否について検討
した｡ 0型の′healthyvolunteerより血清を採取し､アフイニティ精製を行ったo
A型抗原を固相したプレート(図5-a)ではA型抗原を結合させたカラムからの
抽出液でnegative controlやB型抗原を結合させたカラムからの抽出液より0･D･
が高値を示した｡しかし､ A型抗原を結合させたカラムのunabsorbedfraction
でも0.D.が比較的高値を示した｡逆にB型抗原を固相したプレート(図5-b)で
は特にIgGにおいてB型抗原を結合させたカラムからの抽出液でnegative control
やA型抗原を結合させたカラムからの抽出液より0.D.が高値を示した｡しかし､
同様にB型抗原を結合させたカラムのunabsorbed fractionでもo･D･が比較的高
値であった｡ BSAを固相したプレート(図5-C)ではいずれの群でもo･D･は低
値であった｡
neg; pBS､ A(B);A(B)抗原を結合させたカラムからの抽出液､ A(B)u･f･;A(B)
カラムのunabsorbedfraction､posi;血清をpBSで15倍に希釈したもの､ * ; p<0･05
図6.全ての血清における0.D.と抗体価の相関
採取した全ての血清の抗体量をELISA法と従来の赤血球凝集法で検査し､そ
の相関の程度をspeaman,s comlation testを用いて検討したo相関係数はanti-A
IgM (図6la)およびIgG (図6-b)とanti-B IgM (図6-C)およびIgG (図6-d)でそ
れぞれ､ rs-0.488､ 0･588､ 0･649､およびo･690と中等度の相関を示していたo
図7.AB0-ILDLrレシピエント(case 1)における0.D.と抗体価(titer)の相関
臨床経過であるが(図7-a)､第4病日にanti-A titerの上昇を伴う肝機能の悪
化を認め､血奨交換(pE; plasma exchange)を行い､ deoxyspergualin (DSG)の投
与を開始した｡しかし､第5病日になっても改善が認められないため､牌臓摘
出術と肝生検を行い､ Portal vein (PV) infusion therapyを開始した(*)が､肝機
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能の改善は認められなかった｡次に0.D.とtiterの相関に関してだが(図7-b) ､
anti_A 0.D.はanti_A titerの上昇や肝機能の悪化が起こった前日である第3病日
に急激な上昇を示した. Spearmanの相関係数はanti-AIgMとIgGでそれぞれrs-
0.749と0.796であり､強い相関を示していた｡
T.Bil; total bilirubin､ AST; serum aspartateaminotmsferase､ ALT; serum alanine
aminotransfbrase､ POD; post operative day､ PGE.; prostaglandin El､ FOY; gabexate
mesilate
図8.AB0,-ILDLTレシピエント(case2)におけるOID'･と抗体価の相関
臨床経過であるが(図8-a)､ LDLT直後にanti-CD20 monoclonal antibody
(rituximab)を投与した(*)｡また､ LDIJ終了後から第14病日までhepaticartery
(HA) inalSion therapyを施行した0第5病日にanti-B titerの上昇を伴う若干の肝
機能の悪化を認めたが､ pEおよびステロイドパルス療法を施行したところ速や
かに改善した｡次に0.D.とtiterの相関に関してだが(図8-b) ､両者とも術前
は非常に高値を示していたものの､術後はほぼ安定していた｡第5病日にanti-
B IgG titerが32倍と若干の上昇を認めたが､ o･D･にはあまり変化が認められな
かった｡ Spemanの相関係数はanti-B IgMとIgGでそれぞれrs- o･564とo･461
であり､中等度の相関を示していた｡
MED; methylprednisolone
図9.ABO-ILDIJレシピエント(case6)における0.D.と抗体価の相関
臨床経過であるが(図9-a)､第3病日にanti-A titerが上昇し､第3病日から
第10病日までPEを連日行い､また､第5病日からはDSGの投与も開始した｡
しかし､この間肝機能の悪化は認められなかった｡第14病日に若干の肝機能
の悪化を認め､肝生検を施行したが(*)､原因は薬剤性である可能性が高い
という結果であった｡次に0.D.とtiterの相関に関してだが(図9-b) ､第3病
日から第10病日のPEの前後でanti-A titerと同様にanti-A 0.D.も上下動を繰り
返していた｡第14病日に肝機能の悪化を認めたが､この時もtiterと同様に0･D･
の上昇は認められなかった｡ speamanの相関係数はanti-A IgMとIgGでそれぞ
れrs-0.812と0.807であり､極めて強い相関を示していたo
表1.ABO血液型不適合生体肝移植レシピエントの内訳
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2000年8月から2004年11月までに当科にてABO-I LDIJを施行したレシピ
ェントの内訳である｡この6名の血清は移植時に抗体価測定のために採取され､
検査後-20℃で保存されており､今回の実験で使用した｡
BA; biliary atresia､ PBC; pnmary biliary cirrhosis in､ HCC; hepatocellular carcinoma､
LC (B); liver cirrhosis with hepatitis B infection
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